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方 法   
1. 胃癌组织标本中 miR-145 与 FSCN1 的表达 
收集浸润型和膨胀型胃癌组织标本各 40 例及其相应的癌旁非肿瘤组织标
本，应用 RT-PCR 检测 miR-145 与 FSCN1 的表达水平；应用 Western blot 检测
FSCN1 的蛋白表达水平，统计分析 miR-145 与 FSCN1 表达的相关性，结合 Ming
氏分型比较两种分型中 miR-145 与 FSCN1 表达差异。 
2. 检测 miR-145 对 FSCN1 的调控作用 
通过 Target scan miRNA 靶基因预测软件，筛选出 miR-145 可能的下游靶基
因 FSCN1。利用双荧光素酶报告基因实验检测 miR-145 对 FSCN1 的负调控作用。 
3. miR-145 是否通过靶向调控 FSCN1 抑制胃癌细胞迁移和侵袭。 
在胃癌细胞 MGC-803 和 SGC-7901 中，过表达或者抑制 miR-145，检测
miR-145 对 FSCN1 mRNA、蛋白水平的影响。过表达或干扰 FSCN1 的表达，采
用 transwell 实验，研究改变 FSCN1 对不同生长方式胃癌迁移和浸润的影响。过
表达或 miR inhibitor 改变 miR-145 的表达，采用 transwell 实验，研究改变 miR-145
对不同生长方式胃癌迁移和浸润的影响。同时过表达或者抑制 miR-145 与
FSCN1，采用 transwell 实验，研究 miR-145 对不同生长方式胃癌迁移和浸润的
影响是否是通过 FSCN1 来实现的。 





















2. 通过双荧光素酶实验证明 miR-145 可以抑制 FSCN1 的表达水平，而对突变体
及对照则没有影响，说明 FSCN1 受 miR-145 直接调控。过表达 miR-145 后，
FSCN1 mRNA 和蛋白水平下降，说明 miR-145 抑制 FSCN1 表达。 
3. 在胃癌细胞 MGC-803 和 SGC-7901 中，干扰 FSCN1 表达，干扰后，FSCN1
蛋白表达水平显著降低，干扰效果良好。FSCN1 表达水平降低后，胃癌细胞
MGC-803 和 SGC-7901 的迁移和侵袭能力都明显降低。过表达 miR-145，在
两株胃癌细胞中，细胞迁移和侵袭能力都明显降低。在过表达 miR-145 后同
时过表达 FSCN1，两株胃癌细胞的迁移和侵袭能力均又上升，说明 miR-145
通过靶向调控 FSCN1 抑制细胞迁移和侵袭。 

























Extensive research have revealed that miRNAs plays as an important role in the 
regµlation of gene expression in the oncogenesis and development of malignant tumor. 
The previous studies have found that miR-145 was down-regµlated in the stomach 
neoplasm and it was closely related to tumor migration and invasion. But the 
molecµlar mechanism of miR-145 in gastric cancer is still unclearly. The present 
study shows that miR-145 is directly targeting fascin-1(FSCN1) and suppresses cell 
migration and invasion in gastric cancer. In addition, knocking down the expression of 
FSCN1 leads to the suppression of migration and invasion in gastric cancer cells and 
re-expressing FSCN1 in miR-145 expressing cells reverse the migration and invasion 
defects. We further confirm that miR-145 was down-regµlated in gastric tumor issues, 
a lower down-regµlation in infiltrative gastric cancer compare to expanding gastric 
cancer. Meanwhile, there is an inverse relationship between miR-145 and FSCN1 
expression in gastric cancer samples. Together, these data demonstrate for the first 
time that miR-145 is primarily down-regµlated in infiltrative gastric cancer. Moreover, 
the miR-145 suppresses the cell migration and invasion in gastric cancer mostly by 
targeting FSCN1 in gastric cancer cells. 
















缩略语 英文 中文 
miR microRNA 微小 RNA 
FSCN1 Fascin-1 Fascin 蛋白-1 
PCR Polymerase chain reation 聚合酶链反应 
3’UTR 3’-untranslated region 3’端非翻译区 
PBS Phosphate buffer solution 磷酸盐缓冲液 
DMSO Dimethyl sµlphoxide 二甲基亚砜 
BSA Bovine serum albumin 牛血清白蛋白 
FBS Fetal bovine serum 胎牛血清 
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预后有显著差异，其中，膨胀型胃癌患者术后 5 年存活率为 27.4%, 而浸润型胃













序性和组织特异性，这些特性保证了 miRNA 调控作用的精确性，其单个 miRNA
可参与调控多个靶基因，同时，几个 miRNA 也可以同时调控相关靶基因经行精
确调控。因此，深入研究 miRNA 的功能有助于我们了解 miRNA 的具体作用机
制甚至对于我们阐明生物基因中的复杂性有很大帮助。 
miRNA 主要是由大小为 300~1000 个碱基，具备帽子结构和多聚酸尾的
pri-miRNA 通过细胞核内的 RNA 聚合酶加工处理形成 60~100 个碱基大小的
microRNA 前体，pre-miRNA；紧接着，另一个核酸酶 Dicer 酶将 pre-miRNA 酶
切形成长约 18~25 个核苷酸长度的成熟 miRNA。 















随后多个 miRNAs 被陆陆续续发现，并且发现 miRNA 在真核生物中具有非常重
要的基因调节作用，但其机制与 siRNA 介导的 mRNA 降解有所不同。 
大量的文献报道显示，一些miRNAs对肿瘤的发生发展过程中起着非常重要
地作用。研究发现，在人胃癌组织和胃癌细胞株中，miR-21普遍高表达，而且与




















































































内调控上皮细胞对血管内皮生长因子（vascµlar endothelial growth factor，VEGF）
的敏感性，调控血管内皮的完整性及血管的新生。Nicoli etal.[19]发现：锌指转录
因子 Klf2a 可以激活 VEGF 信号传导通路。其具体机制主要是通过诱导 miR-126
的表达。Feng 等[20]研究发现：与正常胃粘膜相比，胃癌组织中 miR-126 的表达
量明显下降。且其下降程度与肿瘤大小、淋巴结转移、局部侵袭、TNM 分期相
关。此外，在胃癌细胞株 SGC-7901 中异位表达 miR-126 后，可以明显抑制胃癌







用机制相似。其中Cell division cycle 42 (Cdc42) 作为Rho家族中被研究较多的一
个分子。Cdc42主要与肿瘤细胞的增殖、骨骼重建、肿瘤细胞侵袭和转移等生物
学功能相关[22, 23]。研究证实：miR-29家族成员通过靶向抑制Cdc42 and P85α影
响肿瘤细胞P53蛋白的表达，进而影响肿瘤细胞的迁移和侵袭转移等相关的恶性
生物学行为[24]。 
















































    人胃癌细胞株 MGC-803 和 SGC-7901 均从中国细胞生物研究所购买得到，
并由本实验室培养冻存。293FT 细胞从美国标准菌库（ATCC）获得。 
    人胃癌细胞株 MGC-803 和 SGC-7901 培养条件：使用 RPMI-1640 培养液(往
培养液里加入 10%胎牛血清、100UI/ml Penicillin（青霉素）和 100UI/ml Streptomycin
（链霉素）)放置于培养箱中培养；293FT 细胞培养条件使用 DMEM 培养液(往培
养液里加入 10%胎牛血清、100UI/ml Penicillin（青霉素）和 100UI/ml Streptomycin
（链霉素）)放置于培养箱中培养。待细胞生长至对数生长期给予传代，冻存。 
2.1.3 主要仪器 
                              表 2-1 实验仪器 
           仪器名称             公   司 
PCR 仪 美国 Ambion 公司  
移液枪 德国 Eppendorf 公司 
纯水系统 美国 Millipore 公司 
高速冷冻离心机 美国 Sigma 公司 
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